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Em anos recentes, o sorgo vem se tornando uma cultura importante no Brasil como 
alternativa para consumo humano e animal. Elevada incidência de doenças fúngicas constitui 
sério obstáculo a expansão da cultura do sorgo, destacando-se a antracnose causada por 
Colletotrichum graminicola. O patógeno apresenta alta variabilidade e rapidamente se adapta 
à resistência genética do hospedeiro pela produção de novas formas de virulência. Uma 
estratégia para a obtenção de resistência estável a C. graminicola tem sido a identificação de 
combinações de genótipos de sorgo para os quais não existam associações de virulência na 
população do patógeno, mas para isso é necessário obter informações rápidas e precisas 
sobre a estrutura genética das populações isoladas. Atualmente, essas informações são 
obtidas pela análise da estrutura de virulência do patógeno empregando variedades 
diferenciadoras. Várias raças brasileiras de C. graminicola foram identificadas utilizando esse 
procedimento que apresenta restrições, pois as relações patógeno/hospedeiro são fortemente 
influenciadas pelas condições fisiológicas dos agentes envolvidos e por fatores ambientais. 
Por isso, torna-se necessário desenvolver protocolos mais seguros para identificação de raças 
do patógeno. Com esse objetivo, foram iniciados estudos utilizando métodos moleculares 
baseados em análise de proteína (SDS-PAGE) e DNA (RAPD, ARDRA, sequenciamento de 
genes ribossomais). Foram utilizadas cinco raças de C. graminicola identificadas por meio de 
série diferencial (F1= 29A, F2= 31B, F3= 15C, F4= 30C, F5=15E ). Para extração de 
proteínas totais foi utilizado 0,5 grama de massa micelial macerada em nitrogênio líqüido e 
ressuspensa em tampão Tris/HCl. Amostras dos cinco isolados foram aquecidas por 10 
minutos a 100 oC, e após adição de tampão da amostra, resolvidas em gel SDS-PAGE a 
12,5% a 100V por 2h, corado com Commassie blue e fotografado (Figura 1). Para a extração 
do DNA, 0,8g de massa micelial seca foi macerada em nitrogênio líquido e transferidos para 
tubos de polipropileno contendo 5 ml de tampão de extração (0.2 M NaCl, 0.1 M Tris/HCl 
pH 8.0, 0,02 M EDTA, 1,0% SDS, 0.1% -mercaptoetanol). As amostras foram 
vigorosamente agitadas para obtenção de mistura uniforme e incubadas por 15 min à 
temperatura ambiente. Em seguida, igual volume de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) foi 
adicionado às amostras, procedendo-se a incubação por 10 min a temperatura ambiente. Os 
restos celulares foram removidos por centrifugação a 8000 rpm por 10 min a 4 oC. 
Aproximadamente 5 ml do sobrenadante foram transferidos para tubos contendo igual 
volume de etanol gelado, seguido de centrifugação por 10 min a 8000 rpm. Após descarte do 
sobrenadante, o sedimento foi lavado rapidamente em álcool 70% e ressuspenso em 0,5 ml 
TE (1M Tris-HCl/0,5M EDTA) contendo 40 g/ml de RNAse. A qualidade do DNA foi 
avaliada em géis de agarose 0,8% (dados não mostrados) e quantificado em 
espectrofotometro. As reações de amplificação por RAPD e rDNA foram feitas empregando 
40 ng de DNA por reação em volume final de 25,0 l contendo 2,5 mM MgCl2, 25 uM 
dNTP, 2,5 mM Tris, 4,0 mM primer aleatório (10-mer primers OPERON ou primers 
universais específicos), 1,5 U Taq DNA polimerase e água deionisada. A reação foi 
processada  no  termociclador  PTC-100TM (MJ Research. Inc.)  estabelecendo  o programa 
de 30
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ciclos de 15 segundos à 94oC para desnaturação do DNA, 30 segundos à 35oC para 
anelamento do primer e 30 segundos à 72oC para extensão da fita de DNA. As reações foram 
finalizadas após incubação por 10 minutos à 72oC. A resolução dos fragmentos amplificados 
foi feita em géis de agarose 1,2% corado com 12 L de brometo de etídio 100g/ml (Figura 
2).
Genes ribossomais (rDNA) foram amplificados a partir de DNA genômico total 
utilizando primers universais para o gene 18S (NS1 e NS8) e para a região intergênica 
(ITS, primers ITS1 e ITS4). Os produtos amplificados foram digeridos com diferentes 
enzimas de restrição (ARDRA) e resolvidos em géis de agarose 1,0% (Figura 3). Para 
a reação de seqüenciamento de rDNA foram utilizados 180ng de DNA genômico 
total, 8,0 L mix, 4,0 mM primer (ITS1, ITS4, NS1 e NS8) em volume total de 25 
L que foi ajustado com dH2O. A reação foi incubada no termociclador PTC-100TM 
(MJ Research. Inc.) estabelecendo o programa de 25 ciclos de 30 segundos à 96ºC 
para desnaturação do DNA, 15 segundos à 50ºC para anelamento do primer e 4 
minutos à 60ºC para extensão da fita de DNA. Ao final, a reação foi precipitada com 
NaOAC 3M, 95% etanol, vortexado e deixado no gelo por 10 minutos antes de 
centrifugar por 30 minutos a 13500 rpm. O sedimento foi lavado com etanol 70%, 
seco ao ar e ressuspenso em tampão de sequenciamento e aplicado no seqüenciador 
automático ABI 377 prisma. As seqüências geradas foram comparadas pelo programa 
Bastn com seqüências depositadas no GenBank. Todos os resultados apresentaram 
maior escore para seqüências de rDNA de C. graminicola. A análise entre as 
seqüências de DNA geradas no presente estudo possibilitaram discriminar os cinco 
isolados de C. graminicola (Figuras 4 e 5, Tabela I) .
O padrão eletroforético de proteínas (SDS-PAGE) e DNA (RAPD, ARDRA e 
seqüenciamento de rDNA) foram efetivos para evidenciar diferenças entre as cinco raças 
empregadas neste estudo. A análise de dissimilaridade pelo método de Jaccard possibilitou o 
agrupamento das cinco raças de C. graminicola em taxonomias diferentes (Figuras 1 e 3, 
Tabela I). Contudo, os dendogramas gerados por RAPD-PCR (Figura 2) e rDNA (Figura 5) 
agrupam os cinco isolados de forma diferente. Portanto, apesar de úteis para revelar 
diferenças e semelhanças entre indivíduos e raças, as metodologias baseadas em análise de 
proteínas e DNA geram muitas vezes resultados diferentes, e precisam ser considerados com 
cautela ao interpretar as relações filéticas entre diferentes isolados. Ao mesmo tempo, os 
resultados possibilitaram o estabelecimento de novos protocolos, mais seguros e rápidos, 
para a caracterização de C. graminicola. Essas metodologias têm se mostrado úteis para 
análise de microrganismos (bactérias e fungos endofíticos, actinomicetos, fitopatógenos e 
entomopatógenos) isolados de ecossistema agrícola (Figueiredo e colaboradores, artigos em 
preparação).
Figura 1. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de proteínas totais de cinco isolados de 
C.graminicola. Algumas diferenças encontradas foram indicadas pelas setas, destacando as 
diferenças no perfil eletroforético entre as raças.
Figura 2. Análise por RAPD-PCR de  cinco isolados de Colletotrichum 
graminicola. (A) Produtos amplificados por RAPD-PCR de DNA genômico total. 
Os números de 1 a 5 indicam, respectivamente, os isolados fúngicos F1, F2, F3, F4 e 
F5. M = marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder. (B) Dendrograma de cinco 
isolados de C. graminicola, baseado em DNA amplificado por RAPD-PCR. O 
dendrograma foi gerado empregando o Método de Jaccard (programa Estatístics).
Figura 3. Produto de amplificação de DNA ribossomal da região ITS (A e B) 
e 18S (C e D), de Colletotrichum graminicola digerido com enzimas de 
restrição. (A e C) Enzima Sau3A I, (B e D) Enzima EcoR I. Os números ímpares 
e pares indicam produtos amplificados dos isolados fúngicos (F1 a F5) sem digerir 
e digeridos, respectivamente. Não foram observadas diferenças significativas no 
tamanho do DNA amplificado. Diferenças no padrão de digestão foram observadas 
apenas em D. M = marcador de peso molecular lambda digerido com a enzima de 
restrição Hind III (GIBCO/BRL).
Figura 4. Alinhamento das seqüências de rDNA da região intragênica ITS das cinco 
raças de Colletotrichum graminicola. As linhas pontilhadas representam igualdade com a 
primeira seqüência, e os tracejados são «gaps» que foram introduzidos nas seqüências com a 
finalidade de possibilitar o melhor alinhamento entre cada uma delas. As diferenças, quando 
presentes, estão indicadas com os respectivos nucleotídeos (ClustalW Multiple Sequence 
Alignment Results).
Figura 5. Dendrograma editado pela análise de seqüências de rDNA da região 
intragênica (ITS), para as cinco raças de Colletotrichum graminicola. Os números 
indicam a percentagem de dissimilaridades entre as diferentes raças.
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